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(54) Title: SEQUENCE-SPECIFIC DETECTION OF NUCLEIC ACIDS 

(54) Bezelchnung: SEQUENZSPEZIFISCHER NACHWEIS VON NUKLEINSAUREN 



(57) Abstract 



The invention concerns a method of detecting point mutations and polymorphisms in nucleic acids and of sequencing unknown nucleic 
acids by means of a simple method using arrays. According to the method, nucleic acid analogues are used as sequence discriminators. 
This method facilitates the operating method, even in complex cases. 

(57) Zusammennusung 

Ein Verfahren zum Nachweis von Punktmutationen und Polymorphismen in Nukleinsfturen bzw. zur Sequenzierung unbekannter 
Nukleinsfluren durch ein einfaches Verfahren unter Verwendung von Arrays benutzt Nukleinsaureanaloge als Sequertz-Diskriminatorcn. 
Dieses Verfahren erleichtert die Arbeitsweise auch in komplexen Problemfallen. 



LED1GUCH ZVR INFORMATION 

Cod« zur Identifirienmg von PCT^crngsstaaten »uf d e n KopfWgcn dcr 
Anmeldungen gemass dem PCT veroffenihchen. 

Vereinigte* Konigreich 
Georgten 
Guinea 
Ghechenland 
Ungarn 
lrland 
Ualien 
Japan 
Kenya 
KiifUisun 

Demokniische Volksrepubhk Korea 
Republik Korea 
Kaaachuan 
Liechtenstein 
Sri Lanka 
Ubeni 



Schriften, die intcmationale 





Annenien 


GB 


AM 


GE 
GN 
GR 

HU 


AT 


Oaterreich 


AC 


Austrmlien 


BB 


Barbados 


BE 


Belgien 


IE 

IT 

JP 

KE 

KG 

KP 

KR 

KZ 

U 

LK 

IP 


BF 


Burkina Faso 


BG 


Bulganen 


BJ 


Benin 


BR 


Brat il ten 


BY 


Belarus 


CA 


Kanada 


CF 


Zcntiak Afrikanisehe Republik 


CG 


Kongo 


CH 


Schweii 


CI 


Cote d'lvoii* 


! V 





Of. 
r>k 
EE 
ES 

FR 



Deuiichland 

Dinemart 

Estland 

Span ten 

Finn land 

Frank-retch 

C.abor. 



Ml 
Ml) 
mG 
ML 
MN 
MR 



Htpjb'.u M.i '.i 
Mali 

Mongoki 
Mauretanien 
Mill* ' 



MX 


Mesiko 


NE 


Nigef 


NL 


Niederiande 


NO 


Norwegen 


HZ 


NeuaeeUnd 


PL 


Polen 


PT 


PomigaJ 


RO 


Rum an ten 


RL 1 


Rum nc he Foderaiwn 


SD 


Sudan 


SE 


Schweden 


SG 


Singapur 


SI 


Slowrmen 


SK 


Slowakei 


SN 


Senegal 


sz 


Swasiland 


TV 












i \ 


■ irur.r 


It. 


I gaM» 


IS 


Vereinigte Stealer v 


LZ 


Usbekiuan 


VN 


Viemam 



WO 96/27680 



PCT/EP96/00893 



Seq«.»isp=inscl..r N.ch».ri> vo» Nukl«toSor«. 



d«r Erfindung » «n tar Tr,ger, - — ONTO*. - vorb, S »™ 

^TJv^ » Nachweis von - V— - 

Tragers. 

«. M** von Prooen ha, in den le«en .a— eine schneUe En^ung durchge- 

sich nich, ode, n,ch« ausr«,ch«nd ,n einer Ande™* von Pro—n, ■«-**^ 0e 

! , nich, nachweistar 1» vielen Fallen wurden daher m jungaer tot 
nurschwer Oder gar mchinaoweiswi.' A „ w( .„„hei> besiimmier 

NuVdcinauren » G eg »s«nd d« »M. Aus der Anw««nh 

s,ch dan, auf die — e„ eines Aj-j£«- 
g .„e,isd*n Zuaand eine, ^ckschheta, Nachwe.se, d. auf der 

.ncr e.ruimen iieUtiiu..nv. - 

unterscnieancna >uMtouoscgueiu Nachwei s von .Nuuei 

- . ... , .... ,w nurchfuhiunR von Analyse* die aut dem Nachweis 
Keagenzicn unu ru — — 



ORIGINAL UNTE^GEN 



PCT/EP96/00893 

WO 96/27680 .2- 

, .„ oftmals sind auch die nachzuwcscndcn Nukleot.dsequenzen als 

bestimmter Bedingungcn bindet nur d.e exaW icomp 
phasengcbundene OUgonukleotid and kann nachgewiesen W erden. 

• . Tr^«wn hpQr.hriebcn, bei dem 

alleUschen Varianten cines amphfi^erten Bereiches 

Durch Feststelta, an »«!<*»> Orten d,e N"Ue,ns>u Nuklei „ a „re vorhan- 

««. kann ,»eo,«usch tmpm* — • «-* s * ua,K ° 



den sind 



,„ No Ceic Acids Research 2, 5456-5465 0*4) - * Chen,. « W. *« 0«> - 
ItL de, Technik *r Entwicklung atf den, G*. de, 8 «ne„sche, 
Polym orph,sr„en * sogenanmen OUgonukleo.id-Amys beschneben. 

Das Haupiproblem des Standes der Technik ist, daB die ^^^^^^^"^^^^j,, 

u -^i;^ *ind Dies muB durch aufwendige warn aer ^ 6 

.... Fallen ,« es deanoch prakt.sch unmoghch. 
optinuen weiucu i" 



PCI7EP%/00893 

WO 96/27680 . 3 . 

SequwM n — vender „ — *** U, - die 

iCqU ck Mod ifikationeninderlntcnsiUt 

-,«f,.r Rereits Vanationen von 1 bis l <~ koiuicu « 

Autgaoe oer voi » oeei(me te Materialien zur Verfugung 

spezifischen Nachweis von Nukleinsauren und dafbr gecgnete Mat 

zu stcllcn. 

Die Erfnd-ng M r» *«* — ^ " " TT"" 

spe2ifi JL - N— « — V— ^ Trl8MS 

» wei, .usgcdduK. OboiUch. * dd .uf ihr e^toe B««,ch« w«M- 

PolvayK.1 K*rm*l. Polyahyta. Polypropylen), Gold o.... D* Mtfcml J 

IX — - * — - *"* "~ 

Stiitzmaterialien fest gemacht wcrden. 
z. B. ein Plattchcn. 

• j j.w r B Polvstvrotplattchen einer Dicke von ca. 1 
Renders tteeiffliete feste Trager sind daher z. B roiysiyro P 

... , - c ^ ? prwieser \n unterschiedlichen Stellen aer 



r .viutv.„ sine- 

m ■ , WC1 ,,-e- mem NuKiemsaureanaioge unterscnieaiunt. 

. .... T ,;„,„Q,, 11P noderBere.cheuberlappenbevorzugtn.cht 
Basensequenz geounuen - 



PCT/EP96/00893 

WO 96/27680 _ 4 _ 

■ „d er Bevorzug. S Lnd * voneinande, durch <Mld-ta-d- g«r=nn, . dene* 

konncn.ci * handhaben zu konnen. 

lichkeitsgriinden und dem Wunscn, aen i«™ — » 

die Nukta^e^og. «tf die OberfUcta «tf 6 «*» «**»■ Solche ^ 

spatcr geschildcrt. 

Die ^ * B,ndebe,eich, auf den ,.»«n Trig* h** von de, 

s^L.™*-* » -n— — r; u :r 

^ g ve™»d 1 eNu U «in^re„oderNu U ei«u«n«ns™un a „n^ g e»™=se n we, 

den 

AHN^ns— gewerden^^ 

™ ^iner Basenscquenz ciner nachzuweisenden rsuiuein^ 
Bascnsequcnz, die zu cner Basenseq wcsentU chen aus den na- 

n-e Rasensequcn? setrt s.ch daher bevorzugx 



..it 11 



WO 96/27680 



PCI7EP96/00893 



Ab komp^ ■ erne, NukJeinsaure werden inhere Nukleins^e-oge 
boricM *e - Baseosequenz Mm. * h - * » •*»--- . 

zl^ « - »— *« *r «h dem Pnn»P de, 

Basenpammgausbil^ . Dies. *V« is, bevorrug, -M— 8 B« tag und 
besonders bevorzugl zwischen 8 und 25 Basra tag. 

Die Nukleinsau^oge and ~t* dad*ch drf si. sich von Nukleins»»,e» 

!mlte ,eU zumindes, » GmndS^ (Backbone) un.ercch.iden A.S tondger*. - 
^eu^enoderinen^Nuk^^ 

Ei.he.ten vmuurfen, von denen jede eineBase gebunden enASl. In den 
^.mmenden NuUeinsau-en is, d. Gnmdgerts, em Z uckerphosph.,-Gnmdg.- 
Zl l^d.ms*ureanalogen is, dieses Grundgehis, smtoe.1 moduWn, bri**~ 
durch voUsandigen ode, ,ei.w«isen Ersatz des Zucke,- ode, Phosph.tan.eils dutch andere 
chemische Einhenen, z. B. nicm-zvUischer B»* Im Gnmdgena. kennen s,ch « 
wesoulichen idemische Einheittn auch abwechsem. 

I. Folgenden wetden emig. Eigenschaften von NuUemsWrea-loge* angegeben, die die 
Msw.nl vo, » die vortiegende Erfndung geeigne,en NttMn-**- erte,=h«m 
sou Bine voneilhrte Eigenschtf von Nuklenaauremlogen is, es. v,«nn sie eme hbh.re 
^.zusequenzkomp^n^NuUemsaurenhabendseinOBgonukieo^, 

idenusche, Basensequenz. Feme, sind solche Wukleuu—ge bevorzog, d,e wen,g« 
Ladungen a.s «n korrcspondi.t.nd.s. gl«ch langes Oligo»uk,.o,id tragen bzv, Ufa*. 
du,ch en.gegenges.me Ladungen zu komp^eren vermdg.n. < ~ and 

analoge sind solche. de,en AflmUa, zu komplementaten Nukleinsauren ,m w.senU,ch.n 
rich, vom Salzgehal, der Hybridisienjngsmisehung .bhang.. 

schriebenen Verbindungen (Peptide Nucleic Acid, PNA, z. B. Nature 365, 566-568 (1993) 
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bezeichnet werdcn. Einc geringe Abh&ngigkeit der Bindung von Nukleinsauren an die PNA- 
Oberfl&che kann durch l&ngere Linker zwischen PNA und dem festen Trager reduziert 
werden. 

Bei dem Nukleinsaureanalogen, das an einer Stelle gebunden ist, kann es sich auch um ein 
Gemisch von zwei oder mehr Analogen unterschiedlicher, aber bekannter Sequenzen 
handeln. Damit kann die Anzahl von erforderlichen Stellen fur eine multiple Bestimmung 
reduziert werden 

Die Oberfl&che des Tr&gers ist bevorzugt nicht geladen und bevorzugt hydrophil. Es hat 
sich n&mlich als Ergebnis der Erfindung herausgestellt, dafl die Venvendung im wesent- 
lichen ungeladener Oberflachen fiir den Nachweis von Nukleinsauren vorteilhaft ist. 

Ein mit Nukleinsaureanalogen an unterschiedlichen Stellen beladener fester Tr&ger im Sinne 
der Erfindung kann auf unterschiedliche Weise hergestellt werden. In einer ersten Ausfuh- 
rungsform werden geeignete Mengen von Ldsungen, die jeweils unterschiedliche Nuklein- 
saureanaloge enthalten, auf die Oberflache des festen Tr&gers an unterschiedlichen Stellen 
aufgegeben, z. B. aufpipettiert. Die aufgegebenen Flussigkeitsmengen sollen sich hierbei 
nicht vermischen. Dies kann beispielsweise dadurch erreicht werden, daB die Aufgabestellen 
weit voneinander entfemt liegen oder die Ausbrcitung der Flussigkeit durch eine hydro- 
phobe Sperre zwischen den unterschiedlichen Stellen gestoppt wird. Bevorzugt sind ent- 
weder die Nukleinsaureanalogen oder die Oberflache des festen Tragers fur die Reaktion 
aktiviert. Eine solche Aktivierung kann beispielsweise dadurch vorgenommen werden, daB 
eine der oben genannten Gruppen durch Erzeugung einer reaktiven Spezies, im Falle einer 
Carboxylgruppe beispielsweise eines aktivierten Esters (z. B. eines N- 
Hydroxysuccinimidesters), der mit einer Hydroxylgruppe ohne weitere Aktivierung schnell 
eine Esterbindung eingeht, aktiviert wird Geeignet aktivierte Polyamidmembranen tragen 
beispielsweise Triazin-Gruppen, die mit Aminogruppen von Nukleinsaureanalogen unter 
Bildung einer kovalenten Bindung reagieren konnen Die Aktivierung kann auch iiber bi- 
funktionelle Reagenzien, Quadrats&urederivate nach WO 95/15983 oder mittels 
Glutaraldehyd (GB 2197720) geschehen. 

hinaunki acr -\najoicen Kann leuoc:. a^.. > c&a^. ..... ^ ,h .' 

rrut Nukleotidsequenzen beschichtet wird, die Kompiementar smu zu anen. * l,. , >'ju»c::. 
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komplementtr zu eincr Bascnscqucnz dcr nachzuweisenden Nukleinsaure ist. Diese Basen- 
scquenz wird so gewahlt, dafl sie einc Aussagc uber das spezifische Vorliegen der Nuklein- 
saure zulaflt. Dies bcdeutet im Regelfall, dafl mftglichst wenig, bcvorzugt jedoch keinc 
wcitcrc Nukleinsiure der gleichen Totalsequenz in der Mischung vorliegen. Es muB jedoch 
festgestellt werden, daB es mit Hilfe des erfindungsgemaflen Tragers auch mbglich ist, 
Gruppen von Nukleinsauren spezifisch nachzuweisen. Beispielsweise kann es Aufgabe des 
Verfahrens sein, irgend welche Mitglieder einer bestimmten taxonomischen Gruppe, z. B. 
einer Bakterienfamilie, uber ihre Nukleinsauren nachzuweisen. In diesem Fall kann die 
Basensequenz des Nukleinsaureanalogen so gewahlt werden, dafl sie in einem konservierten 
Bereich liegt, diese Sequenz jedoch nur in Mitgliedern dieser taxonomischen Gruppe 
vorkommt. 

An einer hiervon unterschiedlichen Stelle auf der Oberflfcche ist bevorzugt ein weiteres Nu- 
kleins&ureanaloges gebunden, das eine Basensequenz aufweist, die nicht zu der selben Ba- 
sensequenz komplementar ist. Es kann sich urn ein Nukleins&ureanaloges handeln, dessen 
Basensequenz kurzer oder linger sein kann oder welches sich in seiner Basensequenz von 
dem ersten Nukleinsaureanalogen in einer oder mehreren Basen unterscheidet. Worin der 
Unterschied in der Basensequenz besteht, h&ngt von der zu Idsenden Aufgabe ab. Bei den 
Unterschieden kann es sich z. B. urn Punktmutationen, kleinere Deletionen und Insertionen 
handeln. Bei manchen Erbkrankheiten, z. B. Cystischer Fibrose, unterscheiden sich die 
Sequenzen der Nukleinsaureanalogen in einzelnen Positionen (Punktmutationen) und 
mehreren Positionen (Deletionen, siehe bei A 508). 

Die nachzuweisende Mutation ist bevorzugt nahe der Mitte der Basensequenz des Analogen 
positioniert. 

Die Sequenzen der Analogen konnen auch so gewahlt werden, daB sich bei gleichbleibender 
LSnge ihre Hybridisieningspositionen urn jeweils eine Base unterscheiden (uberlappend) 
Die Sequenzen konnen auch so gewahlt sein, daB die Bereiche der Hybridisierung benach- 
ban auf der nachzuweisenden Nukleinsaure liegen 

r v konnen auch mehrere Mutationen in derselben oder verschiedenen Nukleinsauren nach- 

.ewiesen wemen. maem » jkieinsaureanaioiie ^c^an.. r:*^. 
tar 1st zu Sequenzen auf diesen Nukleinsauren 



WO 96A27680 



- 10- 



PCT/EP96/00893 



In einem besonders cinfach gelagerten Fall, bci dem festgestellt wcrden soli, welches von 
zwei Allelen in einer Mischung vorhanden ist, werden an unterschiedlichen Stellen der 
Oberflache des festen Tragers zwei Nukleinsaureanaloge gebunden, die sich in ihrer Basen- 
sequenz genau in der Position unterscheiden, in der sich auch die Allele unterscheiden. So- 
rrut wird ein Nukleins&ureanaloges komplementar zu einer bestimmten Sequenz des einen 
Allels und das andere Nukleinsaureanaloge komplementar zu der Sequenz des anderen 
Allels gewahlt Lange und Hybridisierungsstelle der Nukleinsaureanaloge sind gleich. 

Bei Cystischer Fibrose beispielsweise wird ublicherweise ein Nachweis aller Allele durchge- 
fahrt. Der Wild-Typ enthslt zwei gesunde Allele, Heterozygote enthalten eine mutierte und 
eine Wild-Typ- Sequenz und homozygote Mutanten enthalten zwei mutante Nukleinsauren. 
In diesem Fall soil nicht nur festgestellt werden, ob Mutanten vorliegen, sondern ob es sich 
um einen heterozygoten oder den homozygoten Fall handelt. GemaC der vorliegenden 
Erfindung ist es moglich, beide Allele gleichzeitig quantitativ nachzuweisen und somit 
zwischen den genannten 3 Fallen zu differenzieren. 

In manchen Fallen, insbesondere in der Onkologie und bei der Bestimmung von Infektions- 
parametern, liegen mutierte Zellen/Partikel oft in einem Hintergnind von nicht-mutier- 
ten/normalen Zellen vor. Der selektive Nachweis ist in solchen Fallen mit Verfahren des 
Standes der Technik nicht sicher oder gar nicht moglich. So erfordert die Analyse von ras- 
Mutationen aus DNA aus Stuhl den sicheren Nachweis einer mutierten Sequenz in Gegen- 
wan von ca. 100 normalen Sequenzen (Science 256, 102-105, (1992)). Auf dem Gebiet der 
Infektionsparameter ware es wimschenswert, unterschiedliche HIV-Populationen in einem 
infizierten Patienten zu bestimmen. Von diesen liegen manche Mutanten jedoch in einer 
Menge von weniger als 2 % verglichen mit alien HIV- Sequenzen vor. Mit dem 
erfindungsgemaBen Verfahren ist es daher besonders gut moglich, Gemische von zueinander 
sehr ahnlichen Nukleinsauren zu untersuchen, selbst wenn eine der Nukleinsauren in sehr 
groBem LlberschuD gegeniiber der zu bestimmenden Nukleinsaure vorliegt 

Bevorzugt sind die Langen der gebundenen Nukleinsaureanalogen gleich. Als zweckmaflig 
hat sich die Auswahl einer Lange von zwischen 10 und 100, bevorzugt 10 und 50, Basen 

' .uescr den Fall de r \'erwendung von Nukleinsaureanalogen einer Lange zwischen 10 

,.. ha sen sdssen sk r< f^csonaers i:u:c r'.rtenmsse crzieie; 
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Zur Durchfiihrung des erfindungsgemaBen Vcrfahrens wird die nuklcinsiurehaltigc Probe 
mit den Stellen auf der Oberfl&che des Trigers in Kontakt gebracht, welche die Nuklein- 
saureanalogen gebunden haben. Dies kann beispielsweise durch Einbringen des festen 
Tragers in die Probenfliissigkeit oder AufgieBen der Probenflussigkeit auf den festen Trager 
in einer oder mehreren Portionen geschehen. Die Nukleinsauren der Probenflussigkeit 
kbnnen vor dem Inkontaktbringen mit dem Trager in denaturiertem (einzelstr&ngigem) Zu- 
stand vorliegen. Ein grofler Vorteil der Erfindung ist jedoch, daB, z. B. durch Verwendung 
von PNAs, eine Denaturierung vor Inkontaktbringen unterlassen werden kann. Die PNAs 
verdr&ngen einen Strang aus eventilell doppelstrangiger zu bestimmender Nukleinsaure. 
Wesentlich ist nur, daB das Inkontaktbringen unter Bedingungen geschieht, bei denen die 
nachzuweisende Nukleinsaure iiber das zu einci Sequenz der nachzuweisenden Nuklein- 
saure komplementare Nukleinsaureanaloge an die betreffende Stelle der Oberfliche spezi- 
fisch bindet. Diese Bedingungen konnen zwar fiir unterschiedliche Arten von Nukleinsau- 
reanalogen unterschiedlich sein, sie sind jedoch bei gegebenen Nukleins&ureanalogen auf 
einfeche Weise durch Austesten erh&ltlich. Im Regelfall werden sich diese Bedingungen an 
den Bedingungen orientieren, wie sie fur mit Oligonukleotiden geladene Trager bekannt 
sind. Fur den Fall der Verwendung von Nukleinsaureanalogen gemafl WO 92/20702 konnen 
jedoch Bedingungen gewahlt werden, die deutlich unterschiedlich von den Hybridisierungs- 
bedingungen entsprechender Oligonukleotide sind. Insbesondere hat es sich als zweckmaBig 
erwiesen, deutlich weniger Salze einzusetzen als bei der Verwendung entsprechender 
Oligonukleotide. Beispielsweise ist die Anwesenheit von weniger als 100 mM, besonders 
bevorzugt weniger als 50 mM und ganz besonders bevorzugt von weniger als 10 mM 
Salzen hervorzuheben. Unter diesen Bedingungen konnte mit Oligonukleotiden gleicher 
Sequenz keine ausreichende Unterscheidung zwischen sequenzahnlichen Nukleinsauren er- 
reicht werden 

Die Probe wird solange in Kontakt mit der Oberflache gehalten, wie fur eine ausreichende 
Bindung der Nukleinsaure an die betreffende Stelle der Oberflache erforderlich ist. Dieser 
Zeitraum liegt ublicherweise im Bereich weniger Minuten 

^nschlieBend wird bestimmt, ob und an welcher Stelle eine Bindung einer Nukleinsaure an 

.:■ urtertiacnc Mau^ciunac:. — . - — ■ — 

saure eewertei, Gte eine zu oem an uiesei filmic gcuunJene:; 'M^cmsaurcanaiokic: 
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aufuntcrschiedliche Weise geschehcn 

ZwaI *, es nuuierweiie schon Gera.e, fa. denen V.r»d.ru„gen von Oberfttchcn an ganz 

mae n, fa es fa* cinmal erforderlich. die auf d,e ObcrtTach. fa**- nuklemsaure- 
hahige Probe wicder von der OberMche zu cmfernen In. hfalftl wird jcdoch bevorzug. 
di . rach Inkom**ringen .uf dcr OberMch. bcfindlich. Fife** von der Obemach. 

und evenrueU noch anhafiend. Reageruzocks.a.d. durch on. Waschlosung «- 
fen,.. Dies ha, .uch den VM <U0 Probenbesuuvheile. * «* te B'" 8 
_ :^^n^n WsnnteiL abaewaschen werdcn. 

JD111UUU£ HHVt*wi»w— — 

Di. Bindung der nachzuweisemien N*W— . fa *- Nuld^r^og. kann in vo, 
Ahr Weis. .Udurch geschehcn, daB * in die nachn.wcis.nde Nukieir^r. . mm 
vor den, .nkonutobringen mi. dcr Oberfiache licgcnden Schnn eingebracMe Mark.en.ng 
^chgcwics^, wird. Hierb« kann « sich beKpieisweise urn fa. — 2 
einen fiuoresziercnden Res., handdn. Dicsc Besummung kann sowohi opusch m,, M. 
*. Mikroskop^ * .uch in mm -* vorgeschcncn McBz* vorgenommen werden. 
Wl hrcnd der On dcr staugefUndencn Bindung cm Knweis .uf das Vorhandensem cmcr 
Nukteinsaure mi. etaer besumm,en Seuucnz fa. kann di. Meng. an Ma*ieru»g an emer 
v„rb«,imrn,.n Mi * m Zeichen ftr die Mengc far Anwesenhei. der nachzuwc^en 
Nukleinsiurc ausgcnutzt werdcn. 

^e-Amp,ifika.ior«.akuon wie der Poiyn^asen-Ke—on nach BMM 202 36 
Oder NASBA nach EP-A-0 329 S22 WescnUich fir d,e An.piifika.ion fa. daB d,e Nuklcn- 
saureseuuen, d,. zu, Bindung nu. dcm Nu»e— ogen vorgesehcn is,, durch das 
An.pUfika.ionsverfahrcnvem.chnwd. s«,uenz,reuer die AmpUfik.aon gesch.eh, d 
jc wcniger Fehler wlhrend der Ampi,fika,ion in die Scouenz ongebau, werdcn. <Ufa> ge- 
eignerer is, das Amphfika-U—en A>s besondcrs gee,gnc, ha, 

KeuenreakUon e™,esen. Die Primer zu.- AmpUfika,,=n werden so mm*.* m 

B ., tirb „ 1sr hcn d CT Primerhvbndisaiionssiellen 
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Dariiber hinaus hat es sich als voneilhaft erwiesen, die fur die Nachweisreaktion erforder- 
liche Markierung wiihrend der Amplifikation in die Amplifikate einzubauen. Dies kann bei- 
spielsweise geschehen durch Einsatz markierter Primer oder markierter Mononukleosidtri- 
phosphate. 

Ein direkter Nachweis der stattgefiindenen Bindung ohne Einbau einer Markierung ist bei- 
spielsweise moglich durch Einsalz eines interkalierenden Agens. Diese Agenzien haben die 
Eigenschaft, sich selekliv an doppelstriingigen basenhaltigen Verbindungen, danmter auch 
dem Komplex aus dem Nukleinsaureanalogen und der sequenzspezifisch gebundenen 
Nukleinsaure, einzulagern. Anhand spezifischer Eigenschaften der interkalierenden 
Agenzien, 7. B einer Fluoreszenz, kann das Auftreten der Komplexe nachgewiesen werden. 
Ein besonders geeignetes Agens ist Ethidiumbromid. 

Eine weitere Moglichkeit, die Hybride ohne Einbau eines Labels zu erfassen, ist mit Hilfe 
der Oberflachenplasmonenresonanz gegeben, z. B. nach EP-A-0 618 441. 

In einer anderen Mdglichkeit der Bestimmung der stattgefiindenen Bindung wird die Ober- 
flache mit einer L6sung eines nachweisbar markierten Antik6rpers gegen den Komplex aus 
Nukleinsaureanalogem und nachzuweisender Nukleinsiure in Kontakt gebracht. Solche 
Antikfcrper sind beispielsweise beschrieben in WO 95/17430. 

Der Nachweis der Hybride richtet sich nach der Art der Markierung. Es kann sich bei- 
spielsweise urn einen Scanner, eine CCD-Kamera oder ein Mikroskop handeln. 

Mit der vorliegenden Erfindung konnen vielerlei Vorteile realisiert werden. Insbesondere ist 
es mSglich, auch Sequenzunterschiede in Nukleinsiurebereichen zu erfassen, die innerhalb 
von Sekundirstrukturen liegen. Erfindungsgem&fl ist es auch moglich, die Sensitivitat des 
Nachweises zu steigern, da mit ihm die absolute Menge an gebundener nachzuweisender 
Nukleinsaure hoher sein kann als bei herkbmmlichen Verfahren. Insbesondere ist es auch 
moglich, die Signal-/Rauschverhaltnis gegeniiber Verfahren unter Verwendung von Oligo- 
nukleotiden zu erhohen Im ersten Versuch war ein Signal-ZRauschverhaltnis von weniger 
als 1 1000 erhiltlich 

nwenaunizsmogncftKeiten ac: rrnnauriK ue^en du* iiunaesit'u..:: 
i all wird der teste Trager zum Nachweis von oefccannicn Mutauonen una I'oiymutpiusrne: 
benutzt Hjerfur ist die Anzahl an zu bestimmenden Mutationen und Polyniorphisrner. e:r. 
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u* » die *— — a*"" 

to OberfUcne Die Se,u«nz der MM^X * - «" * 

^sanren » die Muurionen - Poiymorpnismen abgesrnrun, «. W «*• 
bevorrogr so r« daB fa Base, » de, si* ^*U> NuUeir^ureanaioge 
unrerscheiden, in Oder nah. der Mine der Sequenz Uegt. 
Die ernndongsgerntfen Triger kannen a»f folgenden Gebieten cngesem werden: 

.^onskrar^euen, *— B— • — Anaiyrer—r, *- 
auch Unrerschung des Zusundes eines Genes in einem Bakrerium oder V,rus , , B. 

Multidrug-Resistance. 

Onkoiogie (Nachweis von Mutagen in Tumorsuppressor- und Onkogenen „nd Be- 

stimmung des Verhallnisses mutierter zu normaler ZeUen 

Untersuchung von Erbkrankheiten (Cystiscbe Fibrose, Sichelzellanamie, etc.). 

553-5 (1995)). 

,» einer Anwen.ungsm.gbch.ei, kann *. Seouer* kurzer Nukl^urefragrnenre 
Kerzu werden so vie,, onierscniedliche Nukieins— g, nnmobUisier, ««**^ 

„ er^en, s*d n,«rzu 4» SieUen erforderfch. wen, N die Anzanl von B«n ,n jedem 
^eilreanaiogen is, Bevor.gr Heg, N Aachen 5 und U F , die Se qU e^ von 
s e»r kurzen DNA-Fragmenren sind enrsprecnend wen,g«r SieUen erford. ** D Ve 
fahrenzur Sprang unbek^er No^nsauren dareh Seooenang by Hybnd^uon 

ist in WO 92/10588 beschrieben. 
EinVoneUdervor^^ 

Z»* von den Bed, ^en ,n de, Probe * D.es e^en die s-ane B^ng 
von Nukleinsauren an unterscruedliche Bereiche der Oberflache 

F!SIptase e,„e M^n*- Fahjgken „ r»sk~* _ - 
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weisen Diesc Diskriminierung war besser als aus den Schmelztemperaturen analoger ge- 
loster Vcrbindungen zu erwarten war 

Die erfindungsgemaflen Trfcger sind crstaunlicherwcisc sogar zur mchrfach hintereinander 
durchgefuhrten Bestimmung von Nukleins&uren geeignet. Nach Durchfiihrung einer Be- 
stimmung wird dcr Trfcger in Kontakt mit einer Flussigkeit einer Hitzebehandlung unter- 
zogen. Als Temperatur wird eine solche gew&hlt, bei der die Bindung des Nuklcinsaure- 
analogen an die gegebenenfalls gebundene Nukleinsaure gelost wird. Danach steht der 
Trager fiir eine erneute Bestimmung zur Verfugung. Mit Hilfe des erfindungsgemaflen Ver- 
fahrens ist zum ersten Mai eine Bestimmung relativer Mengen von nebeneinander in einer 
Probe vorhandenen sehr fthnlichen Nukleinsauren in einem Konzentrationsbereich von 
mindestens zwei logs moglich. Eine quantitative Bestimmung von Mutanten war bislang 
z. B. iiber Sequenzierungsverfahren moglich. Die hierbei erhaltliche Diskriminierung lag 
jedoch bei maximal 1:10. 

Ferner ist es mit Hilfe des erfindungsgemaflen Verfahrens mdglich, doppelstrfcngige DNA 
ohne Denaturierung an die immobilisierten Nukleins&ureanalogen des festen Trfcgers zu 
binden. Vergleichende Studien haben gezeigt, dafl dies mit immobilisierter DNA nicht 
moglich ist. Es hat sich auflerdem gezeigt, das mismatches, die nicht im Zentrum des 
Hybrids liegen, ebenfalls mit hoher Selektivit&t diskriminiert werden kdnnen. 

In FIG. la sind die Sequenzen der PNA-Molekiilen gezeigt, mit deren Hilfe das Verfahren 
beispielhaft erliutert wird. Die PNAs wurden nach WO 92/20702 hergestellt. 

In FIG. lb sind die Sequenzen der DNA-Molekule gezeigt, die homolog zu den PNA 
Sequenzen aus FIG la sind und flir die DNA/ODN-Hybridisierungsexperimente verwendet 
wurden. 

In FIG. lc sind die Sequenzen der verwendeten komplement&ren Oligonukleotide (ODN) 
angegeben, die am 5'-Phosphat-Ende mit Hilfe des 5*-DIG-Endlabeling Kits (Boehringer 
Mannheim) mit Digoxigenin markiert bzw. mit Polynukleotidkinase und 32 P-y-ATP 5'- 
phosphorylieri wurden. 

;; K; : mrg aie aenkDaren Komoinauoner un, un^onuKieou j - < — 
Bildung von Hybnden gezeigt Identische Kombinationen gelten tur Hybnaisierungen 
zwischen DNA-Sonden (DNA, vgl. FIG lb) und Oligonukleotiden (ODN, vgl HG lc) 
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In FIG. 2 sind die Hybridisierungsergebnisse aus Beispiel 4 gezeigt, das die Selektivitat der 
Methode verdeutlichen sollen. Die Bedingungen waxen: 200 nl Spotvolumen (100, 10, 1, 
0,1 PNA, je eine Konzentration pro Spalte), Inkubation bei 45 °C. 

In FIG. 3 sind die Hybridisierungsergebnisse aus Beispiel 6 gezeigt, das den Nachweis von 
PCR-Amplikons durch immobilisierte PNA-Sonden belegt. Die Bedingungen waren: 200 nl 
Spotvolumen (100; 10; 1 ; 0, 1 nM PNA, je eine Konzentration pro Spalte) Inkubation bei 
45 °C. AuBerdem bedeuten: 

I Kontrollexperiment, ODN la (lpMol, InM), Zeile 1 (PNA1), Zeile 2 (PNA2) Zeile 3 
(PNA3) 

II ss Amplifikat ( 1 1 8bp, einfach DlG-markiert) 
5 min. Hitzedenaturierung bei 94°C 

(50\x\ PCR-Ansatz verdiinnt in 1ml HybridisierungspufFer) 
Zeile 1 (PNA1), Zeile 2 (PNA2) Zeile 3 (PNA3) 

IH ds Amplifikat ( 1 1 8bp, einfach DIG-markiert) 

(50^1 PCR-Ansatz direkt verdiinnt in 1ml Hybridisierungspuffer 
Zeile 1 (PNA1), Zeile 2 (PNA2) Zeile 3 (PNA3) 

In FIG. 4 sind die Ergebnisse der qualitaiiven und quantitativen Analyse von 
Analytgemischen durch PNA-Arrays gezeigt. Die Bedingungen waren: 200 nl Spotvolumen 
(lOO^iM PNA, je eine der PNA pro Zeile, je ein Analytgemisch pro Spalte). 

FIG. 5 zeigt den EinfluB der Linkerlange auf die Hybridisierung. Die Bedingungen waren: 
1 M 1 Spotvolumen (100; 40, 20; 10; 5, 1 PNA, je eine Konzentration pro Spalte, (Ado) 3 - 
PNA in Reihe 1, (Ado) 6 -PNA in Reihe 2, (AdoVPNA in Reihe 3) In FIG 5 bedeuten: 
A Vorhybridisierung / Hybridisierung in 5mM Natriumphosphat, 0 1% SDS, pH 7 0 

B. Vorhybridisierung / Hybridisierung in lOmM Natriumphosphat, 0. 1% SDS, pH 7.0 

C. Vorhybridisierung / Hybridisierung in 25mM Natriumphosphat, 0.1% SDS, pH 7.0 

Die FIG 6a - 6c beweisen die Moglichkeit, PNA-derivatisierte Membranen nach der 
Regenerierung mehrfach ru venvenden Die Bedingungen waren: 1^1 Spotvolumen (100, 
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In FIG 6 bcdeuten: 

6a: Signalintensitaten nach dcr erstcn Hybridisiening 
6b: Signalintensitaten nach der Regenerierungsprozedur 
Membran 1 : keine Regenerierung (Kontrolle) 

Membran 2: Regenerierung mit 0. 1M Natronlauge, RT lh, 2x lOmin. bidest. Wasser RT 
Membran 3: Regenerierung mit 1M Natronlauge, RT lh, 2x lOmin. bidest. Wasser RT 
Membran 4: Regenerierung mit dest. Wasser, 70°C lh, 2x lOmin. bidest. Wasser RT 
Membran 5: Regenerierung mit 0. 1M Natronlauge, 70°C lh , 2x lOmin. bidest. Wasser RT 

6c: Signalintensitaten nach der Rehybridisiemng 

Die vorliegende Erfindung wird durch die folgenden Beispiele weiter erlautert: 
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Bcispielc 

Allft gmeines: 

Die benutzten Nuklemsaureanalogen wurden gentfQ WO 92/20702 hergesteUt. Chemikalien 
und Reagenz.cn waren, soweit nicht gesondert angegeben, von der Boehringer Mannhetm 
GmbH. 



R gispiel 1: 

Kovalente Derivatisieaing von Nylonmembranen 



200 nl einer Losung, welche PNA in der gewunschten Konzentrauon in 0.5 M Natnum- 
carbonat pH 9.0 enthalt, werden auf eine Immunodyne ABC Membran (Pall) nut emer 
Pipette aufgetragen. Nach dem Trocknen der Spots werden noch vorhandene reaktrve 
funktkmelle Oberflachengruppen durch Waschen der Membran mit 0. 1 M Natronlauge 
dealctiviert. Es wird mit Wasser nachgewaschen und danach die Membran getrocknet. 

Reispiel 2: 

Nachweis eines Hybridisierungsereignisses durch Lumineszenz 

Die Membran wird unter Verwendung von 100 uM, 10 uM, 1 uM und 0. 1 uM PNA- 
Losungen wne unter Beisp.el 1 beschneben derivation. AnschlieBend wird sie in emem 
50 ml Hybndisienmgsgefafi nut 10 ml Hybndisierungspuffer (10 mM Natriumphosphat 
pH 7.2, 0 1% SDS (Natriumdodecylsulfat)) im Hybridisierungsofen bei 45°C 
prahybrid.siert. Nach 30 min werden 10 ul einer Losung, die DIG-markiertes 
Oligonukleotid in 1 uM Konzentration enthalt, zugegeben und es wird we.tere 60 nun 
hybridan. Danach wud 2 x 10 nun. nut je 25 ml Waschpuffer (5 mM Natnumphosphat 
P H 7 2, 0 05% SDS) be, 45°C gewaschen. Die Nachweisreaktion wud gemaB dem 

r !r „, lkT1 ... 0 in Det ecti -r Kit Roehnneer Mannheim 
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1 : 10000 venvcndet. Ms Substrat fur die Alkalische Phosphatase wird CDP-Star m emer 
Verdunnung von 1:10000 eingesetzt. 

Beispiel 3: 

Nachweis eines Hybridisierungsereignisses durch Fluoresenz 

Die Membran wird unter Verwendung 100 uM, 10 uM and 1 uM PNA-Losung wie unter 
Beispiel 1 beschrieben derivatisiert. Die Membran wird in einem 50 ml Schraubgefafl nut 
10 ml Hybridisierungspuffer (vgl. Beispiel 2) im Ofen bei 45«C prahybridisiert. Nach 

. - -1.: > At;/»A«i.UAAtirH in wnftr 

30 min werden 10 ul einer Losung, die ein tluoreszenzmaiKic.v., 

Konzentration von 1 uM enthalt, zugegeben und es werden weuere 60 min. hybridisiert. Im 
AnschluB wird die Membran 2 x 10 min. mit je 25 ml Waschpuffer (vgl. Beispiel 2) be. 45°C 
gewaschen. Die Fluoreszenzintensitaten werden nach dem Trocknen der Membran ge- 



messen. 
Beispiel 4 

Selektivitat der Methode 



Drei Membranstreifen werden mit jeweils drei (Ado^-PN A-Molekulen, die sich m ihrer 
Basenabfolge an einer bzw. zwei Positionen unterscheiden (vgl. FIG. la, SEQ.ID.NOS. 1. 
2, 3), unter Verwendung von PNA-L6sungen im Konzentrationsbereich zwischen 100 uM 
und 0 1 uM analog Beispiel 1 derivatisiert. Die Membranstreifen werden in 50 ml 

SchraubgefaBen mit 10 ml Hybridisierungspuffer 30 min. prahybridisiert. AnschlieBend w l rd 
jeweils eines der drei DIG-markierten Ohgonukleotide (FIG lb, SEQ.ID.NOS. 4, 5, 6) 

zugegeben. Nach 60 min. Hybridisierungsdauer wird 2 x 10 min. mit je 25 ml Waschpuffer 

gewaschen Die Hybrid.sierungsereignisse werden, wie in Beispiel 2 beschrieben, nach- 

gewiesen. 



MoieKUien una aen ougonuMcouaeu uargesiei 

. , wHrhes 211 dem lmmobilisienen 

lminer nur das ungonuKueouu iwu^tvuw^ 
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Nukleinsaureanalogcn (PNA 1, PNA 2, PNA 3) exakt komplementar ist. Aus der Abbildung 
konnen auSerdcm die Signal-Rausch-Vcrhaltnisse (S/N) abgcschatzt wcrden. Sie wurden 
quantitativ ausgewertet, die Ergebnisse sind in Tabelle 1 wiedergegebcn 
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Ta belle 1 



Hybrid fPNA/ODN) 


S/N 


Signal (HybridySignal (Match) 


1 / 1 


655,2 


100,0% 


2/1 


20,7 


3,2 % 


3 / 1 


10,3 


1,6% 


1 / 2 


23 1 


2,6 % 


2/2 


871,8 


100,0% 


3/2 


6,4 


0,7 % 


1/3 


109,4 


22,7 % 


2/3 


12,3 


2,5 % 


3/3 


481,1 


100,0% 
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Beispiel 5 : 
Quantifizierung 

Membranstrcifen werden mil drci (Ado) 6 -PNA-Molekulen, die sich in ihrer Basenabfolge 
(FIG. la, SEQ ID.NOS 1, 2, 3) unterscheiden, in einer Konzentration von 100 \iM analog 
Beispiel 1 derivatisiert. Anschlieflend werden sie in 20 ml Hybridisierungsgefafien mit 10 ml 
Hybridisierungspuffer (vgl. Beispiel 2) bei 45°C prahybridisiert Nach 30 min. wird der 
Puffer gewechselt. In den Experimenten 1 bis 7 unterscheidet sich der hinzugegebene Puffer 
in den Analytkonzentrationen der DIG-markierten Komponenten Oligonukleotid 1, 2 und 3, 
SEQ.ID NOS 4, 5, 6. Nach 60 min. Hybridisierjngdauer bei 45°C wird 2x10 min. mit 
10 ml Waschpuffer gewaschen und der Nachweis eines Hybridisierungsereignisses wird wie 
in Beispiel 2 gefuhrt. Das Lumineszenzsignal wird mit einem Lumineszenz-Imager 
aufgezeichnet und anschlieflend ausgewertet (FIG. 4). 

Die gefiindenen Signalintensitaten ermoglichen sowohl eine qualitative als auch 
semiquantitative Aussage uber die Zusammensetzung des Analytgemisches. Absolute 
quantitative Aussagen sind nach einer Eichung der Signalintensitaten moglich. 

B?igpigl 6: 

Nachweis von PCR-Amplikons 

A. Gewinnung eines geeigneten Analyten (Amplifikat) 

In ein pUC19-Plasmid wird ein doppelstrangiges DNA-Fragment ligiert, dessen Sequenz 
komplementir zur PNA-Sonde PNA1 ist. Das Plasmid wird in E.coli transformiert, kloniert 
und anschlieflend sequenziert Fur die nachfolgenden Hybridisierungsexperimente wird ein 
Abschnitt der Plasmidsequenz amplifiziert und wahrend der Amplifikationsreaktion DIG- 
markiert Die Amplifikation wird in einem Gesamtvolumen von 50 pi durchgefuhrt Der 

, . m . V1 j ■ ' - ' Pr^n- r 1 no u \fi i L )i DTG- 
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KCI, pH 8.3), 2 |d dNTP-Losung (10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP, 10 mM 
dTTP in dest Wasser pH 7.0), 0.5 nl Taq-Polymerase (5 \JmU\xl) und 38.5 pi Wasser. 

Primer Fl : 5'-GTA AAA CGA CGG CCA GT-3' (SEQ.ID.NO. 12) 
Primer Rl : 5'-DIG-AAC AGC TAT GAC CAT GA-3' (SEQ ID NO 13) 

Jeder Reaktionsansatz wird 3 min. auf 96°C erhitzt und anschlieBend werden 30 Runden 
eines 3-Stufen PCR-Zyklus durchgefiihrt (45 sec. 96°C, 30 sec. 48°C, 1 min. 72°C). Im 
letzten ZykJus wird der Elongationsschritt urn 5 min bei 72°C verlangert. 

B. Hybridisierungsreaktion 

Die Membranen werden mit jeweils drei (Ado) 6 -PNA-Sequenzen, die sich in ihrer 
Basenabfolge an einer bzw. zwei Positionen unterscheiden (vgl. FIG. la, SEQ.ID.NOS. 1, 
2, 3), unter Verwendung von PNA-Losungen im Konzentrationsbereich zwischen 100 \iM 
und 0,1 jiM analog Beispiel 1 derivatisiert Die Vorbehandlung der Membran erfolgt in 
einem 20 ml HybridisierungsgefaD mit 5 ml Hybridisierungspuffer bei 45°C. Nach 30 min. 
wird der Puffer gewechselt und die Analytldsung wird zugegeben. Fur die Herstellung der 
Analytldsung wird der Amplifikationsansatz direkt (ds Amplicon) bzw. nach 5 min 
Hitzedenaturierung (ss Amplicon) in 1 ml Hybridisierungspuffer verdiinnt. Nach 1 h, 2 h 
30 min. bzw. 4 h Hybridisierung bei 45°C wird 2x10 min. mit je 5 ml Waschpuffer 
gewaschen. Hybridisierungsereignisse werden, wie in Beispiel 2 beschrieben, nachgewiesen 
(FIG. 3). 

In FIG. 3 sind 9 Felder zu sehen. Die Reihen unterscheiden sich in der L&nge der 
Inkubationszeit (4 h, 2 X A h und 1 h) Die Spalten unterscheiden sich in der Art der 
nachzuweisenden Nukleinsaure. In jedem der 3 Felder von Spalte I sind 
3 ubereinanderliegende Reihen von Spots aufgebracht. Die Reihen unterscheiden sich in der 
Sequenz der PNAs, wahrend die Spalten jeden Feldes sich in der Konzentration 
unterscheiden Sowohl die Spezifitit als auch die Quantifizierbarkeit fur den Fall von 
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In dcr Abbildung ist der EinfluB dcr Inlcubationszcit zu erkennen Es wird klar, daB schon 
bei einstiindiger Hybridisierung einc hervorragcnde Sequenz-Diskriminierung fur ODN la 
und den Amplifikaten crrcicht wird. Die Spalten II und in in FIG. 3 unterscheiden sich 
dadurch, dafl im einen Fall ein zuvor einzelstrangig gemachtes Amplifikat und in Spalte III 
ein nicht zuvor einzelstrangig gemachtes Amplifikat als nachzuweisende Nukleinsaure 
eingesetzt werden. Aus den Signalen ist erkennbar, daB es nicht erforderlich ist, doppel- 
strangige Nukleinsauren vor Aufbringung auf den festen Trager zu denaturieren. Dies fiihrt 
zu einer Einsparung von Arbeitsschritten (Hitzeschritt, Einzelstrangseparation, Wasch- 
schritt) und verringert dadurch die Kontaminationsgefahr, so daB PNA-Sonden in 
Verbindung mit Niedrigsalzbedingungen deutliche Vorteile gegenuber DNA-Sonden zeigen. 

Beispiel 7 

Vergleich PNA / DNA Hybridisierung 

Membranstreifen werden mit jeweils drei (Ado)«-PNA-Sequenzen (SEQ.ID.NOS. 1, 2, 3) 
sowie drei DNA-Molekiilen (SEQ.ID.NOS. 8, 10, 1 1), die sich in ihrer Basenabfolge an 
einer bzw. zwei Positionen unterscheiden (vgl. FIG. la und lb), unter Verwendung von 
50 \iM LSsungen analog Beispiel 1 derivatisiert. In Abanderung zu Beispiel 1 betrfcgt das 
Spotvolumen 400 nl statt 200 nl. Die Membranstreifen werden in 20 ml 
HybridisierungsgefaBen wahlweise mit 5 ml Niedrigsalzpuffer (vgl. Beispiel 2) oder 
Hochsalzpuffer (6 x SSC: 0.9 M NaCl, 90 mM Natriumcitrat, 0. 1 % SDS, pH 7.0) bei 37°C 
bzw. alternativ 45°C 30 min. prahybridisiert AnschlieBend wird jeweils eines der drei Dig- 
markierten Oligonukleotide (FIG lc, SEQ.ID.NOS. 4, 5, 6) zugegeben Nach 60 min. 
Hybridisierungsdauer wird 2 x 10 min mit je 5 ml Waschpuffer bei 37°C bzw. 45°C 
gewaschen. Fur die Niedrigsalzexperimente wird der WaschpuflFer aus Beispiel 2 verwendet 
und fur die Hochsalzexperimente ein 1 x SSC-Puffer mit 0 02 % SDS, pH 7.0. Die 
Hybridisierungsereignisse werden wie in Beispiel 2 nachgewiesen Die Auswertung erfolgte 
quantitativ und ist in Tabeile 2 dargestellt 

unzeistrangige ^leisequciucn *vr. cir;/i- .:;.} .:opre:: remoaarenacr ^uuenz-:; 
unterscheiden. Deutliche Vorteile der PNA-Sonden gegenuDer der DNA-Sonden ergeoen 
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sich fur bestimmtc Artcn dcr Fehlpaaning, besondcrs wenn diese nicht in der Mine dcr 
Scqucnz liegt, sondcrn terminal vcrschoben ist. Besonders deutlich wird dies am Beispiel 
einer dezentralen GyT-Fehlpaaning (Sonde 1 / ODN 3), die von der DNA-Sonde starker 
toleriert wird als von der sequenzidentischen PNA-Sonde. 
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TabeUe 2 











ODN 1 


PNA45*C, low salt 


100.0% 


1 ,2% 


1,5% 




DNA 37*C, high salt 


100.0% 


1,2% 


6,4% 


ODN2 


PNA 45*C, low salt 


1,1% 


100.0% 


2.9% 




DNA 37*C, high salt 


<2% * 


100,0% 


<2%* 


ODN 3 


PNA 45 # C, low salt 


26,0% 


1,5% 


100,0% 




DNA 37 # C, high salt 


66.5% 

L 


<2% * 

l ■ 


100,0% 



* genauer Wert nicht bestimmbar, da Spotintensitat kleiner als Standardabweichung des 
Untergrundsignals 
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Beispicl 8 

EinfluB der Lange des Linkers zwischen Membran und PNA-Sonden 

Membranstreifen werden mit PNA-Molekulen (vgl. FIG. la, SEQ ID.NOS. 7, 1, 9), die sich 
in der Lange des Linkers (Ado 3 , Ado 6 bzw. Ado?) unterscheiden, unter Verwendung von 
PNA-Losungen im Konzentrationsbereich zwischen 100 jiM und 1 nM analog Beispiel 1 
derivatisiert. In Abanderung zu Beispiel 1 betr&gt das Spotvolumen 1 \xl statt 200 nl. Die 
Membranstreifen werden in HybridsierungsgefaBen mit 10 ml Hybridisieningspuffer (5, 10 
bzw. 25 mM Natriumphosphat, 0. 1 % SDS, pH 7.0) 30 min. bei 35°C prahybridisiert. 
AnschlieBend werden 10 pMol 5: P-markiertes Oiigonukieotid (vgi. FIG. 1c: ODN lb, 
SEQ.ID.NO. 4) zugegeben und 60 min. bei 50°C hybridisiert Die Membranen werden 2 x 
10 min. mit 50 ml Waschpuffer (5 mM Natriumphosphat, 0. 1 % SDS, pH 7.0) bei 50°C 
gewaschen Der Nachweis von Hybridisierungsereignissen erfolgt durch Autoradiographic 
(FIG. 5) Der Abbildung kann entnommen werden, daB mit einem l&ngeren Linker die 
Hybridisierung deutlich verbessert werden kann. 

Beispiel 9 

Wiederverwendung von PNA-Membranen 

Eine Membran wird mit (Ado) 6 -PNA-Molekulen (vgl. FIG. la: PNA lb, SEQ ID NO 1) 
unter Verwendung von PNA-Losungen im Konzentrationsbereich zwischen 100 \xM und 
1 \xM analog Beispiel 1 derivatisiert. Die PNA wird dabei in fiinf identischen 
Konzentrationsreihen aufgetragen. Wie in Beispiel 8 betrigt das Spotvolumen 1 \lL Die 
Membran wird in einem HybridsierungsgefiiB mit 10 ml Hybridisieningspuffer (10 mM 
Natriumphosphat, 0.1 % SDS, pH 7.0) 30 min bei 35°C prahybridisiert. AnschlieBend 
werden 10 pMol n P-markiertes Oiigonukieotid (vgl. FIG. lc: ODN lb, SEQ.ID.NO. 4) 
zugegeben und 60 min. bei 50°C hybridisiert. Die Membran wird 2x10 min. mit 50 ml 
Waschpuffer (5 mM Natriumphosphat, 0 1 % SDS, pH 7 0) bei 50°C gewaschen. Der 

uer Autoradiographic who uic Memoran m mm mentiscnc Mreiien gescnm:ter. s .ev.- 
Membranstreifen werden im Vcrlauf des weitercn Expenmcntes unterschjedlich behande*: 
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Membran 1 wird nicht inkubicrt und dient als Kontrollmembran, Membran 2 wird 60 min. 
bci Raumtemperatur mit 50 ml 0.1 M Natronlauge inlcubiert, Membran 3 fur denselben 
Zeitraum mit 50 ml 1 M Natronlauge, Membran 4 wird 60 min. bei 70°C mit 50 ml dest. 
Wasser inlcubiert und Membran 5 wird 60 min. bei 70°C mit 50ml 0 1 N Natronlauge 
inlcubiert. AnschlieOend werden alle Membranen 2x10 min. mit dest. Wasser bei 
Raumtemperatur gewaschen. Nach dieser Prozedur wird erneut eine Autoradiographic 
durchgefiihrt (FIG. 6b). AbschlieBend werden diese Membranstreifen ein weiteres Mai in 
einer Hybridisierungsreaktion wie beschrieben eingesetzt und die Hybridisierungsereignisse 
werden durch Autoradiographic nachgewiesen (FIG. 6c). 

Wie FIG. 6b zeigt, erhiit man durch die unierschieduchen Bchandlungsmethoden *ehr 
verschiedene Resultate. Eine Behandlung mit bidest Wasser bei 70°C (Membran 4) bewirkt 
eine nahezu vollstandige Regcnerierung der Membran. Unerwarteterweise ist der Erfolg der 
Regenerierung schlechter, wenn Bedingungen venvendet werden, die i.a. fur die 
Denaturierung von Nukletns&uren ilblich sind. So ergibt die Inkubation der Membran 3 mit 
1 M Natronlauge bei Raumtemperatur kaum einen Regenerierungseffekt. Eine Erniedrigung 
der Natronlaugenkonzentration von 1 M auf 0. 1 M crhoht den Grad der Regeneriening 
sowohl bei Raumtemperatur (Membran 2) als auch 70°C (Membran 5). Keine dieser 
Bedingungen fuhrt jedoch zu einem annahernd guten Regenerierungsgrad, wie dies mit 
bidest. Wasser der Fall ist (Membran 4). Das Beispiel zeigt, daB diese Bedingungen 
wichtige Parameter fur die effiziente Denaturierung von membrangebundenen PNA/DNA- 
Doppelstrangen sind. 

Unabhangig von der Regenerierungsmethode konnen alle Membranen zur erneuten 
Hybridisierung verwendet werden (FIG 6c), ohne daB eine erhebliche Verschlechterung des 
Signal/Rausch-Verhaltnisses beobachtet wird. Bis zu 6 Rehybridisierungen konnten ohne 
merklichen EinfluB auf die Regenerierbarkeit oder die Rehybridisieningsfahigkeit der PNA- 
Membranen durchgefiihrt werden. 
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SequenzprotokoU 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhoferstr. 1 16 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68298 

(G) TELEFON: 0621 759 4348 

(H) TELEFAX: 0621 759 4457 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Sequenzspezifischer Nachweis von 

Nukleinsauren 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 13 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 1 6 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(iii) HYPOTHETI SCH NEIN 
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(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:1 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N^(l-thyminyl)acctyl)-N-(2-amino(N-hexa(8-am 
ethyI)-bcta-alanine H 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:2 

(D) SONSTIGE ANG ABEN : / product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -guaninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE.3 

(D) SONSTIGE ANG ABEN :/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -thyITunyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alaIline ,, 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL Modi6ed-site 

(B) LAGE:4 

(D) SONSTIGE ANG ABEN :/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -adeninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine M 

(ix) MERKMAL 

' \) NAME/SCHT T *SSFT Modified-site 

i D) SONSTIGE ANGABEN ^product U I'HLK 
/note= "Xaa is 
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N-(( 1 -cytosyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-sitc 

(B) LAGE:6 

(D) SONSTIGE ANGABEN : /product 15 "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -guaninyl)acetyl)-N-(2-aminocthyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:7 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -thyminyl)acetyl)-N-(2-aminocthyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:8 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cytosyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:9 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -adeninyl)acetyl)-N-(2-aininoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

a i N'ANfE'SriTI V^SFT Modified 
fi ■ ^ AGE 

CD) SONSTIGE .ANGABEN /product- OTHER 
/note= "Xaa is 
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N-(( 1 -cytosyl)acctyl)-N-(2-aminoethyl)-bcta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:11 .12 

(D) SONSTIGE ANGABEN /product = "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-((l-adcninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-aIanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE13 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cytosyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL; Modified-site 

(B) L AGE: 14 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -thyminyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:15 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-( l-adeninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine " 
(xj) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 16 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE: 1 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

NK(l-thyminyl)acetyl)-N-(2-amino(N'-hexa(8-amino-3,6-dioxa-octano-l-yl))- 
ethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE: 2 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -guaninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE: 3 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "OTHER" 

note~ "Xaa 

invmjnvi lacetvi •- - . -aminoeinv. ••i'c:a-aj«ijun-. 
(ix) MERKMAL 
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(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:4 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-{( 1 -adeninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix)MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:5 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cytosyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:6 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -guaninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:7 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -thyminyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL Modified-site 

(B) LAGE:8 

(D) SONSTIGE ANGABEN : /product= "OTHER" 

Viote= "Xaa h 
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(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL Modified-site 

(B) LAGE:9 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -adcninyl)acctyl)-N-(2-aininocthyl)-bcta-alanine H 

(be) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:10 

(D) SONSTIGE ANG ABEN : /product^ "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cytosyl)acety!)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:11 .12 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -adeninyl)acetyl)-N-(2-aminoethy])-beta-alanine H 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:13 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 .cytosyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine' , 

(ix) MERKMAL; 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) L AGE: 14 

tv sONSTinr -\\ T n\RFV -'rmduc^ "OTTfFF" 
'vote \aa : 

\ T -(( 1 -thvminvl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-aianine 
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(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:15 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-< 1 -adeninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-aIanine " 
(xi) SEQUENZBESCHREBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Gly 
15 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 16 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE: 1 

(D) SONSTIGE ANGABEN /product^ "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -thyminyl)acetyl)-N-(2-amino(N-hexa(8-amino-3 ,6-dioxa-octano- 1 -yl))- 
ethyl)-beta-alanip.e" 



i A) NAME/SCliLL SSLL Moditiea-siti; 
CB) LAGE 2 
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(D) SONSTIGE ANG ABEN :/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -guaninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:3 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-{(l-thyminyl)acetyl)-N-{2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:4 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -adeninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUS SEL : Modified-site 

(B) LAGE:5 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cytosyl)acetyl)-N-(2-aiiunoethyl)-beta-alanine M 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:6 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -adeninyl)acetyl)-N-(2-aminoethy l)-beta-al2.nine " 

MHRKMAi 

(A) NAME/SCHLUSSEL Modified-site 

(B) LAGE 7 
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(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -thyminyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL; 

(A) NAME/SCHLUSSEL Modified-sitc 

(B) LAGE:8 

(D) SONSTIGE ANGABEN./product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cytosyl)acctyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:9 

(D) SONSTIGE ANGABEN : /product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -adeninyl)acetyl)-N-(2-aminocthyl)-beta-alaninc" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:10 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cytosyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:11.12 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -adeninyl)acetyl)-N-(2-anunoethyl)-beta-alanine" 

MHRKMA». 

(A) NAME/SCHLUSSEL Moditieo-siie 

(B) L AGE 13 
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(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cylosyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-bcta-alanine" 

(ix)MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:14 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -thyminyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE: 1 5 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-( 1 -adeninyl)acetyl)-N-(2-arninoethyl)-beta-alanine " 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Gly 

15 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 15 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

\RT DFS MOLEKH S ^nnstice Nuoleinsaure 
(iii) HYPOTHETISCH NEIN 
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(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL: miscjeature 

(B) LAGE:15 

(D) SONSTIGE ANGABEN : /note= "markiert am 5'-Phosphat mit Digoxigenin uber 
Aminolinker (Boehringcr Mannheim GmbH, BRD) oder 32-P" 

(xi) SEQUENZBESCHREBUNG: SEQ ID NO: 4: 

TAGTTGTGAC GTACA 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Bascnpaarc 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodesoxyribonukleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEEN 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL: misc_feature 

(B) LAGE:15 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/note= "markiert am 5*-Phosphat mit Digoxigenin uber 
Aminolinker (Boehringer Mannheim GmbH, BRD)" 

(xi) SEQUENZBESCHREBUNG: SEQ ID NO: 5: 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: lSBasenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodesoxyribonukleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL: misc_feature 

(B) LAGE:15 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "markiert am 5'-Phosphat mit Digoxigenin iiber 
Aminolinker (Bochringer Mannheim GmbH, BRD)" 

(xi) SEQUENZBESCHREBUNG: SEQ ID NO: 6: 

TAGTTGTGAT GTACA 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN 

(A) LANGE: 15 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

apt DF^ MO! FKH ^ rvr?^ 



ua) ITYPOTHETISCH NEIN 
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(iv) ANTISENSE: J A 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE: 1 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -thyminyl)acetyl)-N-(2-amino(N'-tri(8-ainino-3,6-dioxa-oaano- 1 -yl))- 
ethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:2 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -guaninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE: 3 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note* "Xaa is 

N-((l-thyminyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE: 4 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -adeninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

fix) MERKMAL 

■ - \Mi. ; jjL. »^o;;ic^ 

(B) LAGE.. 1 - 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= OTHER" 
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/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cytosyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:6 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -guaninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:7 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -thyminyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:8 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cytosy0acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL Modified-site 

(B) LAGE:9 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -adeninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

\fF.RKMAI 

• \AMLSCIiL. ^SL. .loamea-siu 
(B) L AGE: 10 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "OTHER" 
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/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cytosyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine M 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:11.12 

(D) SONSTIGE ANG ABEN : /product= M OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -adeninyl)acctyl)-N-(2-aminoethyI)-beta-alaninc M 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-sitc 

(B) LAGE:13 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= H OTHER" 
/note= H Xaa is 

N-(( 1 -cytosyl)acetyl)-N-(2-aminocthyI)-beta-alanine M 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:14 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note 31 "Xaa is 

N-(( 1 -thyminyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine ,, 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:15 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-( 1 -adeninyl)acetyI)-N-(2-aminoethyl)-beta-alamne " 

(y<) seqt tnzbeschreibijng SEQTDNO 7 

Aaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Aaa Aaa Aaa Aaa Aaa Aaa Aaa Aaa ui > 
i 5 1U 15 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodesoxyribonukleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREDBUNG: SEQ ID NO: 8: 
TTTTTTTTTT ill ITTGTAC GTCACAACTA 30 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN. 

(A) LANGE: 1 6 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(ix) MERKMAL: 

m VAMF.'SCHI rS9F r M^difled-sif 

ID) SONSTIGE ANGABEN /product- "OTHER' 
/note= "Xaa is 
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N-(( 1 -thyminyl)acetyl)-N-(2-aminoCN'-nona(8-arruno-3 ,6-dioxa-octano- 1 -yl))- 
ethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE 2 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -guaninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alaninc" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:3 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= H Xaa is 

N-(( 1 -thyminyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-sitc 

(B) LAGE4 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -adeninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alaninc" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modificd-site 

(B) LAGE:5 

(D) SONSTIGE ANGABEN : /product = "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cytosyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine M 
MERKMAI 

(B) LAGE:6 

(D) SONSTIGE ANGABEN /product^ ' OTHER 
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/note= "Xaa is 

N-(( 1 -guaninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyI)-beta -alanine" 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE7 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -thyminyl)acetyI)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine , ' 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE 8 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cytosyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine " 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:9 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -adeninyl)acetyl)-N-(2-aniinoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) L AGE: 10 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cytosyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

\fFRKMAI 

n AMESt'in . • : uineu-sii: 

(B)LAGE ll i: 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
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/note= "Xaa is 

N-(( 1 -adcninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alaninc H 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:13 

(D) SONSTIGE ANG ABEN : /product= "OTHER" 
/note= M Xaa is 

N-(( 1 -c^osyl)acetyl)-N-(2-aminocthyl)-beta-alanine M 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:14 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER** 
/note= H Xaa is 

N-(( 1 -th>rninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine M 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:15 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-( l-adeninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine " 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Gly 

15 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

SFQUENZKENNZEICHEN 
- L.-viNUL nasenDaau 
iB) ARI Nucieotio 

(C) STRANGFORM Einzelstrang 



WO 96/27680 



-49- 



PCT/EP96/00893 



(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREmUNG: /desc = "Oligodeoxyribonikleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 
1111111111 TTTTTTGTAC GTGACAACTA 30 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 1 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE; 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Uncar 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodeoxyribonukleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO 11: 
in I ITilll TTTTTTGTAC ATCACAACTA 30 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

<\) 1 AN'GF ^ BascnDaare 

i aR ■ Nucleoli.: 
i C) STRANGFORM hinzeistrang 
(D) TOPOLOGIE linear 
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(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodeoxyribonukleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12 
GTAAAACGAC GGCCAGT 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 17 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKSLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = M 01igodeoxyribonukJeotid ,t 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL: misc feature 

(B) LAGE:1 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/note- "A am 5'-Terminus ist mit Aminomodifier 
(Boehringer Mannheim GmbH) an Digoxigenin gebunden" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG SEQ ID NO 13 



\ r \nrT \rn \rc\TG\ 



17 
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Patentanspruche 

1 Fester Triger, an dessen Oberflache an unterschiedlichen Stellen zwei oder mehr Nu- 
kleinsaureanaloge unterschiedlicher Basensequenz gebunden sind. 

2 Triiger gemafl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaureanalogen 
kovalent gebunden sind. 

3. Tr&ger gemiB einem der Anspniche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Nukleinsaureanalogen uber einen Linker von mehr als 15 Atomen und weniger als 
200 Atomen Lange gebunden sind. 

4. Trager gemaB einem der vorangehenden Anspniche, dadurch gekennzeichnet, dafl der 
feste Trager eine nicht geladene und/oder hydrophile Oberflache hat. 

5 Verfahren zum sequenzspezifischen Nachweis einer Nukleinsaure durch 

- Inkontaktbringen einer nukleinsaurehaltigen Probe mit den Stellen auf der Ober- 
flache eines Tragers gemaB einem der Anspniche 1 bis 4, wobei mindestens ein 
Nukleins&ureanaloges eine Basensequenz aufweist, die komplement&r zu einer 
Basensequenz der nachzuweisenden Nukleinsaure ist und wobei mindestens ein 
weiteres Nukleinsaureanaloges eine Basensequenz aufweist, die nicht zu einer 
Basensequenz der nachzuweisenden Nukleinsaure komplementir ist, unter Bedin- 
gungen bei denen die nachzuweisende Nukleinsaure an das Nukleinsaureanaloge 
bindet; 

- Bestimmung der stattgefundenen Bindung an der vorbestimmten Stelle als ein 
Zeichen der Anwesenheit der nachzuweisenden Nukleinsaure 

6 Verfahren gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafl die Bedingungen, bei 
denen die nachzuweisende Nukleinsaure an das Nukleinsaureanaloge bindet, die An- 
wesenheit von weniger als 100 mM Salzen bedeuten 

Verfahren gemafl einem der Anspniche 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, dafl die 
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8 Verfahren gemaB einem der Anspniche 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daD die Nu- 
kleinsaure nachweisbar markiert ist. 

9 Verfahren gemaD einem der Anspniche 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daD die statt- 
gefundene Bindung mit Hilfe eines interkalierenden Agens nachgewiesen wird. 

1 0. Verfahren gemaB einem der Anspniche 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daD die statt- 
gefundene Bindung mit Hilfe eines nachweisbar markierten Antikbrpers gegen das 
Bindungsprodukt nachgewiesen wird. 

1 1 Verfahren zum selektiven Nachweis von Mutanten von Nukleinsauren in Gegenwan 
cincs groBen Uberschusses von nicht-mutanten Nukleinsauren, dadurch gekenn- 
zeichnet, daD die nukleinsaurehaltige Probe mit einem Trager gem&D Anspruch 1 in 
Kontakt gebracht wird und die Bindung der mutanten Nukleinsauren oder/und der 
nicht-mutanten Nukleinsauren an unterschiedliche Stellen bestimmt wird. 

12. Verfahren zur Bestimmung der relativen Menge einer mutanten und einer nonnalen 
Nukleinsaure durch Inkontaktbringen einer nukleinsaurehaltigen Probe mit einem 
festen Trfcger gem&O Anspruch 1 und Ableitung einer Information fur die Menge an 
mutanten Nukleinsauren durch Vergleich der gebundenen mutanten Nukleinsaure und 
nicht-mutanten Nukleinsaure. 

13. Verwendung eines festen Tragers gemaB Anspruch 1 zur quantitativen Bestimmung 
von Nukleinsauren. 
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1/g SEQ.ID.KO 

H-ado 3 -TGT ACG TCA CAA CTA -Gly-NH 2 PNA 1 a 7 

H-ado« -TGT ACG TCA CAA CTA -Gly-NHj PNA 1 b 1 

H-ado, -TGT ACG TCA CAA CTA -Gly-NHj PNA 1 c 9 

H-ado 6 -TGT ACG TGA CAA CTA -Gly-NHj PNA 2 2 

H-ado 6 -TGT ACA TCA CAA CTA -Gly-NH 3 PNA 3 3 

FIG. la 

5 '-(T)„ TGT ACG TCA CAA CTA -3' DNA 1 8 

5 '-(T),3 TGT ACG TGA CAA CTA-3 ' DNA 2 1 0 

5 '-(T), 5 TGT ACA TCA CAA CTA-3 ' DNA 3 1 1 

FIG. lb 

Dig-5 -TAG TTG TGA CGT ACA -3 ODN 1 a 4 

32 P-5 -TAG TTG TGA CGT ACA -3 ' ODN lb 4 

Dig-5 -TAG TTG TCA CGT ACA -3 ' ODN 2 5 

Dig-5 -TAG TTG TGA TGT ACA -3 ' ODN 3 6 



FIG. lc 
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H-ado« - TGT ACG TCA CAA CTA -Gly-NH 2 PNA 1 

3 '- ACA TGC AGT GTT GAT-5 -Dig ODN 1 

H-ado« - TGT ACG TGA CAA CTA -Gly-NH 2 PNA 2 

3 '- ACA TGC AGT GTT GAT-5 -Dig ODN 1 

H-adot - TGT ACA TCA CAA CTA -Gly-NH 2 PNA 3 

3 '- ACA TGC AGT GTT GAT-5 -Dig ODN 1 



H-ado« - TGT ACG TCA CAA CTA -Gly-NH 2 PNA 1 

3 '- ACA TGC ACT GTT GAT-5 -Dig ODN 2 

H-ado« - TGT ACG TGA CAA CTA -Gly-NH 2 PNA 2 

3 '- ACA TGC ACT GTT GAT-5 -Dig ODN 2 

H-ado« - TGT ACA TCA CAA CTA -Gly-NH 2 PNA 3 

3 '- ACA TGC ACT GTT GAT-5 -Dig ODN 2 



H-ado« - TGT ACG TCA CAA CTA -Gly-NH 2 PNA 1 

3 '- ACA TGT AGT GTT GAT-5 -Dig ODN 3 

H-ado« - TGT ACG TGA CAA CTA -Gly-NH 2 PNA 2 

3 ACA TGT AGT GTT GAT-5 -Dig ODN 3 

H-ado 6 - TGT ACA TCA CAA CTA -Gly-NH 2 PNA 3 

3 '- ACA TGT AGT GTT GAT-5 -Dig ODN 3 



FIG. Id 
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1nM ODN 1: 
PNA 1 

PNA 2 (G/G) 
PNA 3 (A/C) 



1nM ODN 2: 
PNA 1 (C/C) 
PNA 2 

PNA 3 (A/C, C/C) 



1nM ODN 3: 
PNA 1 (G/T) 
PNA 2 (G/T, G/G) 
PNA 3 



FIG. 2 
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tl 



111 




2; ihHyDridisierung 



4h Hybridisierung 



2h 30 min. Hybridisierung 



I Kontrollexperiment, ODN 1a (1pMol, 1nM). Zeile 1 (PNA1), Zeiie 2 (PNA2) Zeile 3 (PNA3) 

II ss Amplifikat (1 1 8bp, einfacli DIG-mariuert) 
5 min. Hitzedenaturierung bei WC 

(50pl PCR-Ansatz verdQnnt in 1ml Hybridisierungspuffer) 
Zeile 1 (PNA1) t Zeile 2 (PNA2) Zeile 3 (PNA3) 

III ds Amplifikat (1 18bp. einfach DIG-mariuert) 

(50pl PCR-Ansatz direkt verdQnnt in 1ml Hybridisierungspuffer 
Zeile 1 (PNIA1), Zeile 2 (PNA2) Zeile 3 (PNA3) 



FIG. 3 



WO 96/27680 



5/8 



PCT/EP96/00893 




Abb. 4 
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Ado3 - PNA 



A 



Ado6 - PNA 



Ado9-PNA 



B 



* ♦ 



m 



Ado3 - PNA 
Ado6 - PNA 
Ado9-PNA 



Ado3 - PNA 



Ado6 - PNA 



Ado9-PNA 



10 20 40 100 pmol PNA 
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FIG 6 A 
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♦ • • • PNA 

• • • • PNA 
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FIG 6 B 
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FIG6C 
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